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POPIS OZNAKA | KRATICA

BRCAL — gen 1 vezan uz rak dojke; (od engl. breast cancer gen 1)

BRCAZ2 — gen 2 vezan uz rak dojke; (od engl. breast carcinoma gen 2)
EGFR — epidermalni faktor rasta; (engl. epidermal growth factor receptor)
ER — estrogen receptor

PR — progesteron receptor

HER-2 — dio obitelji HER (Neu, ErbB2)

Ki-67 — nuklearni antigen

HER1 — dio obitelji HER (EGFR, ErbB1)

AR — androgen receptor

TNBC - trostruko negativni karcinom dojke; (engl. triple negative breast cancer)
BLBC — karcinom nalik bazalnim stanicama; (engl. basal-like brest cancer)

HZJZ — Hrvatski zavod za javno zdravstvo



1. Uvod

1. UvOD

Rak dojke nastaje u tkivu dojke, najées¢e u mlijecnim kanali¢ima ili reznji¢ima. Javlja se u
muskaraca i u zena, iako je pojavnost raka dojke u muskaraca rijetka.

1.1. Epidemiologija

Karcinom dojke najéeiéi je zloéudni tumor u Zena. Cini oko 25 % tumora u Zena i uzrokuje
veliki drustveni i zdravstveni problem osobito u razvijenim zemljama svijeta. U Hrvatskoj se
godisnje dijagnosticira oko 2500 novih slu¢ajeva, a oko 800 zena umire od raka dojke. Prema
podacima iz Registra za rak Hrvatske i Hrvatskog Zavoda za javno zdravstvo (2014. g.), rak
dojke je najceséi zlocudni tumor u Zena S 29 % (1,2). Rizik od nastanka karcinoma raste sa
staro$¢u Zene (3). Malokad se pojavljuje prije 25. godine zivota, a najceS¢e oko i nakon

menopauze (4).

1.2. Etiologija

Obiteljska anamneza vazna je kod Zena koje su u obitelji imale pozitivhu anamnezu na rak
dojke, posebice u mladih Zena. Genska predispozicija o€ituje se u oSte¢enjima dvaju gena:
BRCAL i BRCA2. Povecani rizik takoder povezan je sa zenama koje su imale ranu menarhu,
nisu radale, radale su u kasnoj zivotnoj dobi ili su kasnije usle u menopauzu. U ¢imbenike
okolisa koji dovode do nastanka karcinoma dojke ubrajamo ucestalo zracenje, posebice u
mladem zivotnom razdoblju. Studije su pokazale da nadomjesna hormonska terapija

estrogenom povecava rizik za oboljenje (5).

1.3. Histoloska klasifikacija tumora dojke

Gotovo svi karcinomi dojke spadaju u histolosku skupinu adenokarcinoma, dok su svi ostali
tipovi rijetkost. S obzirom na invazivnost dijele se na neinvazivne, mikroinvazivne i

invazivne oblike s posebno prepoznatljivim podtipovima (4).

NEINVAZIVNI KARCINOM :
- Intraduktalni karcinom (DCIS) — 80 %

- Intraduktalni papilarni karcinom



- Lobularni karcinom in situ (LCIS) — 20 %

MIKROINVAZIVNI KARCINOM

INVAZIVNI KARCINOM DOJKE:
- Invazivni karcinom bez posebnih osobitosti (NOS)

- Invazivni lobularni karcinom

- Tubularni karcinom

- Kiribriformni karcinom

- Mucinozni karcinom

- Invazivni karcinom s medularnim karakteristikama

- Karcinom sa apokrinom diferencijacijom

- Karcinom sa stanicama oblika prstena pecatnjaka

- Invazivni papilarni karcinom

- Pagetova bolest bradavice

- Inflamatorni karcinom

1. Uvod

Nova je klasifikacija raka dojke temeljena na molekularnoj dijagnostici. S obzirom na to da

nije jeftina i dostupna, koristi se surogatna klasifikacija temeljena na imunohistokemijskom
odredivanju ER, PR, HER2 i Ki67. (Tablica 1.1.).

Tablica 1.1. Surogatni molekularni tipovi karcinoma dojke. Prema Damjanov 1 i sur. (4).

PODTIP IMUNOHISTOKEMIJSKE INCIDENCIJA
KARCINOMA KARAKTERISTIKE

DOJKE

Luminalni A ER+, PR+, HER-2, Ki-67 <20 % 40 %
Luminalni B HER- | ER+, HER-2, i najmanje jedno od :

2 negativni - PR negativan ili nizak (< 20 % + 10-15%

stanica)
- Ki-67 visok (> 20 %)
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Luminalni B Her-2 | ER+, HER-2+, Ki-67 bilo kakav, PR bilo 10-15%
pozitivni koji

Her-2 pozitivni HER-2+, ER-, PR- 10-15%
Trostruko HER-2-, ER-, PR- 15-20%
negativni

1.4. PatohistoloSko odredivanje stadija bolesti

TNM - Klasifikacija proSirenosti raka dojke (stadija bolesti: T = veli¢ina primarnog tumora i

invazivnost, N = nodalne metastaze i M = prisustvo ili odsustvo udaljenih metastaza) (1).

- Tis (Karcinom in situ)

- T1 (Tumor do 2 cm u promjeru)
- T2 (Tumor od 2 do 5 cm)
- T3 (Tumor od 5 cm)

- T4 (Tumor koji zahvaca koZu ili prsni kos)

- NO (Bez zahvacenih limfnih ¢vorova)

- N1 (Tumorom zahvacena 1-3 limfnih ¢vorova u aksili)

- N2 (Tumorom zahvacéeno 4-9 limfnih ¢vorova u aksili)

- N3 (Tumorom zahvacéeno 10 i viSe limfnih ¢vorova u aksili)

- MO (Bez udaljenih presadnica)

- M1 (Udaljene presadnice)

Stadij karcinoma dojke

- Stadij 0 (Tis NO MO)

- Stadij | (T1 NO MO)

- Stadij Il A (TO-T2 NO-N2 MO)

- Stadij Il B (T2N1MO, T3NOMO)
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- Stadij Il (A TON2MO, TIN2MO, T2N2MO, T3N2MO0)
- Stadij IV (bilo koji T, bilo koji N, M1)

1.5. HER1

HERL1 ili EGFR (epidermal growth factor receptor) epidermalni faktor rasta sastoji se od 53
aminokiseline. Za njega je karakteristicno da se stvara se u brojnim tkivima, u serumu
trudnica je u visokoj koncentraciji, potentni je mitogen, te djeluje preko receptora (6). Kod
ljudi obitelj] HER uklju¢uje HER1 (EGFR, ErbB1), HER2 (Neu, ErbB2), HER3 (ErbB3) i
HER4 (ErbB4). Receptori za HER1 u normalnim tkivima nalaze se u kolonu, dok se u
tumorskom tkivu mogu naéi u tumorima dojke, gliomima, ginekoloskim tumorima, tumorima
pluca i tumorima mokra¢nog mjehura. Pacijentice ¢iji su tumor gradeni od tumorskih stanica
u kojim je vrlo malo ili uop¢e nema estrogenskih i progesteronskih receptora, ali se u njima

nalaze receptori za HER1 povezan je s slabijim prezivljenjem (7).

HERL1 signalizira regulaciju u interakciji izmedu mezenhima i epitela tijekom rasta i razvoja
te prijenosa ekstracelularnin  znakova unutarstani¢nih signalnih kaskada. Njihovim
membranama protezu se tirozin kinaza receptori koji sadrze domenu izvanstani¢nog ligand
vezanja, transmembransku domenu i unutarstani¢nu tirozin kinazu. Ovi inafe neaktivni
receptori aktiviraju se kada se ligand poveZe sa ekstracelularnom domenom receptornog
monomera. Vezivanje liganda uzrokuje strukturalne promjene $to pogoduje dimerizaciji s
istim ¢lanom (homodimer) ili razli¢itim ¢lanom (heterodimer) obitelji. Kad su dimerizirane,
domene tirozin kinaza aktiviraju se te fosforiliraju klju¢ne ostatke tirozina u unutarstanicnim
domenama sto rezultira aktivacijom nekoliko nizvodnih signalnih kaskada. Na kraju tih
procesa putem tog faktora dolazi do stimulacije sinteze DNA i diobe kako normalnih tako i

tumorskih stanica (8).

HER1 atraktivan je u terapeutskim istrazivanjima zbog prekomjerne izrazenosti i/ili
poremecaja U mnogim solidnim tumorima. Aktivacija HER1 ukljucuje mrezu signalnih
procesa koji poticu proliferaciju tumorskih stanica, migraciju, adheziju, angiogenezu i
odgodenu apoptozu. Nasuprot tomu, inhibicija HER1 s pomocu tirozin kinaznih inhibitora
blokira signalni put pa time i tumorigenezu. HER1 ima klju¢nu ulogu u normalnom stani¢nom
rastu, stani¢noj usmjerenosti, oporavku stanica i funkcijskoj razlicitosti. Kod prekomjerne

izrazenosti vezanjem liganda receptora dolazi do dimerizacije receptora i autofosforilacije $to


https://en.wikipedia.org/wiki/ErbB1
https://en.wikipedia.org/wiki/ErbB2
https://en.wikipedia.org/wiki/ErbB3
https://en.wikipedia.org/wiki/ErbB4
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dovodi do tumorske proliferacije, angiogeneze, pokretljivosti, metastaziranja i zasticenost od

apoptoze. Inhibicijski mehanizmi HER obitelji sprjecavaju tumorski nastanak i progresiju.

Svaki od receptora HER obitelji sadrzi ekstarcelularnu ligand vezuju¢u domenu,
transmembransku regiju i unutarstani¢nu citoplazmatsku domenu (7). Struktura HER1
na¢injena je od amino skupine na kraju ekstracelularne domene s dvije regije bogate
cisteinom koji ¢ine ligand vezujuéu domenu. Transmembransku regiju ¢ini zasebni alfa heliks
¢ija je uloga ucvrscivanje receptora za stanicu. Citoplazmatska domena sadrzi tirozin kinaza

regiju i karboksi terminalni rep (7).

Dva glavna puta ukljuéena u signalizaciju HER1 su ras-raf mitogen aktivirana protein kinaza
(MAPK - stani¢na proliferacija) i fosfatidilinositol 3 kinaza (PI3K — stani¢no prezivljavanje)

(7).

HERI1 je najvise ispitivan u brojnim studijama od cijele HER obitelji te postoje istrazivanja da
bi bio vazan u antikarcinomskoj terapiji. Abnormalna receptorska aktivnost ili poremeéena
signalna transdukcija moze dovesti do mehanizama koji su potencijalno odgovorni za rast i/ili

razvoj karcinoma u ljudi.

1.6. E-cadherin

E-cadherin je stani¢na adhezivna molekula sintetizirana pomo¢u CDH1 gena smjeStenog na
16g22.1 kromosomu. Izrazen je na svim epitelnim stanicama, u stani¢noj proliferaciji, invaziji
I kao supresor metastaza. E-cadherin ima transmembransku glikoproteinsku strukturu s tri
specificne domene: intracitoplazmatsku, transmembransku i ekstracelularnu. Citoplazmatska
domena ima ulogu spojnog/strukturalnog proteina i ulogu signalnog pretvornika.
Ekstracelularna domena sastoji se od ¢etiri poddomene: EC-1 (ovisna o kalciju), EC-2, EC-3,
EC-4 (pridrzane poddomene) uz membranu proksimalnog dijela ekstracelularne domene.
E-cadherin ima kljuénu ulogu u stani¢noj pokretljivosti i invaziji tijekom epitelno-
mezenhimalnih tranzicija, ekstravazaciji i migraciji. U vecini epitelnih tumora funkcija e-
cadherina izgubljena je inaktivacijom mutacija kod gena koji kodiraju e-cadherin i B-katenin,
inhibiranje transkripcije ili proteolize izvanstani¢cne domene cadherina. Eksperimentalni
dokazi pokazuju da je manjak ekspresije e-cadherina kljuc¢an za invazivnost i metastaziranje
epitelnih tumora. Retrospektivne studije pokazale su da je niska razina ekspresije e-cadherina

znak loSe prognoze te da upucuje na metastaze u limfnim ¢vorovima (9).
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1.7. Trostruko negativni karcinom dojke (TNBC)

Trostruko negativni karcinom (TNBC) dojke definira se kao odsutnost estrogenskih receptora
(ER), progesteronskih receptora (PR) i izostanak prekomjerne ekspresije faktora rasta (HER2)
u stanicama raka dojke (10). U oko 170.000 bolesnika diljem svijeta godiSnje se dijagnosticira
TNBC (11). Taj tip ¢ini 10 - 20 % svih karcinoma dojke i opcéenito je povezan s loSijom
prognozom (12). Spada u heterogenu skupinu karcinoma koja je vrlo agresivna, ima visok
rizik od recidiva i metastaza, pojavljuje se Cesto u zena u predmenopauzalnom razdoblju
zivota. To su tumori visokog gradusa (slabije diferencijacije), visoke proliferacije sa
srediSnjom nekrozom, ucestalim pozitivnim limfnim ¢vorovima. Karakteristicno je takoder i
da su pacijenti kra¢e vreme bez relapsa, 85,5 % pacijenata sa TNBC-om ima prezivljenje od 4
godine, dok je isti postotak u drugih tipova 94,2 %. Prezivljenje od 5 godina pripisuje se 81 %
pacijenata sa TNBC-om, dok za druge tipove iznosi 91 %. Recidivi se pojavljuju 1,2 godine
ranije nego u ostalim tipovima (13). Losiju prognozu potkrepljuju ceste ekspresije:
citokeratina (5,14,17), HER1, mioepitelnih markera (kaveolin (1,2,3), P-cadherin) te manjak
ekspresije e-cadherina. Tu je i visoka ekspresija gena odgovornih za proliferaciju: Ki-67,
TOP2A, ciklin E, niska razina ciklin D1. Oko 50 % oboljelih od TNBC-a ima promijenjen
gen p53 (14).

Budu¢i da TNBC ne reagira na hormonsku terapiju, kemoterapija i zratenje mogu biti jedina
moguca sredstva lije¢enja. U pocetku postoji odgovor na konvencionalnu kemoterapiju, ali
ubrzo dolazi do relapsa bolesti. Nije otkriven ué¢inkoviti tretman bolesti (15). Istrazivanja su
pokazala da je medijan prezivljavanja pacijenata sa metastazama u TNBC samo 13 mjeseci, a
gotovo svi pacijenti umiru usprkos pokusaju lije¢enja kemoterapijom koja je trenutno jedina
dostupna metoda lijecenja (16). Novija klinicka ispitivanja uvrstila su PARP inhibitore koji su
pokazali uspjeh, ali samo kod promjena vezanih uz BRCAL1 gen. Nadalje, uspjeh je ostvaren
kod karcinoma s pozitivnim androgen receptorima (AR) lijeCenih enzaltamidom. Nedavno su
provedena i ispitivanja u podrucju imunoterapija gdje se pomocu avelumaba i anti-PD-L1
(atezolizumab) protutijela doslo do niskog odgovora od 8,6 %, a pomocu anti-PD-1
(pembrolizumaba) do dugotrajnijeg odgovora sa ukupnom stopom od 18,5 % (17). Postoji
velika potreba za razumijevanjem bioloskih puteva koji su izrazito aktivni kod TNBC-a §to bi

moglo dovesti do razvoja bolje ciljane terapije (18).
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1.8. Povezanost izmedu TNBC I BLBC

Trostruko negativni karcinom (TNBC) i karcinom nalik bazalnim stanicama (BLBC) nisu isti,
ali su jako sli¢ni po svojim karakteristikama. TNBC je heterogena skupina karcinoma, dok
BBC stvara homogenu grupu sa slicnim tumorima. Zajednicka im je histoloska grada
ve¢inom duktalnih invazivnih karcinoma gradusa Ill. s velikom mitotiCkom aktivno$cu,
visokom stopom apoptoze i nekroze te pomicanjem granica invazivnosti. Cesée se pojavljuju
u mladih Zena gdje su i agresivniji. Povisena je pojavnost kod Zena sa pove¢anom tjelesnom
masom i kod zena mladih od 40 godina koje rabe oralne kontraceptive. BLBC eksprimira u
visokim razinama gene povezane sa proliferacijom - Ki67, PCNA i ciklin A, takoder do 75 %
BLBC pokazuju mutacije gena TP53 i/ili nakupljanje nuklearnih kiselina. Pojacana je
ekspresija i p53 gena. Smanjena ekspresija i gubitak heterozigotnosti (LOH) gena supresor
tumora Rb1 takoder se pripisuje BLBC-u §to dovodi do povecanja inhibitora Kinaze ovisnih o
ciklinu p16 1 losije prognoze od onih bez Rbl LOH (14).
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2. HIPOTEZA

Tumorske stanice trostruko negativnog karcinoma dojke pojacano izrazavaju HER1 receptore

i slabo ili nikako ne izrazavaju e-cadherin.
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3. CILJEVI

Cilj rada je usporediti pojavnost HER1 receptora i e-cadherina u tumorskim stanicama

trostruko negativnog karcinoma dojke s ostalim karcinomima dojke.

Specificni ciljevi ovog istrazivanja su:

1) odrediti ekspresiju HER1 receptora i e-cadherina u tumorskim stanicama trostruko
negativnog karcinoma dojke

2) usporediti izrazenost HER1 receptora i e-cadherina u tumorskim stanicama trostruko
negativnog karcinoma dojke s izraZzenosti u tumorskim stanicama ostalih karcinoma dojke

(kontrolne skupine)

3) Ciljevi su utvrditi povezanost izrazenosti HER1 receptora i e-cadherina u raku dojke s:
a) veli¢inom tumora
b) nazoc¢nosti metastaza u limfnim ¢vorovima
c) stupnjem diferencijacije tumora
d) dobi bolesnica
e) ekspresijom ER i PR receptora
f) ekspresijom HER2

g) mitotskom aktivno$éu tumora mjerenom ekspresijom Ki-67.



4. Materijali i metode

4. MATERIJALI | METODE

4.1. Ustroj studije

Studija je ustrojena kao retrospektivno istrazivanje.

4.2. Materijal

Materijal su parafinski blokovi 30 dijagnosticiranih trostruko negativnih karcinoma dojke na
Klinickom zavodu za patologiju i sudsku medicinu KBC-a Osijek poéevsi od 01. sije¢nja
2010. godine, a kontrolna skupina 30 dijagnosticiranih ostalih skupina karcinoma dojke od
istog datuma. Iz patohistoloskih nalaza prikupljeni su podaci o dobi ispitanica, veli¢ini
tumora, patohistoloskoj dijagnozi, stupnju diferencijacije tumorskog tkiva, ekspresiji ER, PR i

HER?2.

4.3. METODE

4.3.1. Histoloska analiza

Patohistoloska analiza provedena je na uzorcima tkiva koji su prethodno bili u 10 % otopini
formalina (19). Nakon S$to uzorci uklopljeni u parafinske blokove njihovim rezanjem na
mikrotomu dobivaju se rezovi debljine 3-5 pm. Slijedi postupak standarnog bojenja
hemalaun-eozin (HE) u automatskom bojacu (Sakura Tissue-Tek Prisma). Mikroskopiranjem
se odreduje moguca dijagnoza (histoloski tip) te daljnji postupak 1 potreba za

imunohistokemijskim ispitivanjima.

4.3.2. Imunohistokemija

Imunohistokemija je proces lokalizacije specificnih antigena u tkivu pomocu ciljno
usmjerenih protutijela tako da se odredeno protutijelo veze i prepoznaje samo odredeni
antigen. Imunohistokemija omogucéava dobivanje vaznih dijagnostickih, prognosti¢kih i
prediktivnih informacija neophodnih za klasificiranje i diferenciranje pojedinih bolesti. Osim
u dijagnosticke svrhe imunohistokemija se takoder Koristi i u znanstveno-istraziva¢ke svrhe

da bi se bolje razumjela distribucija i lokalizacija biomarkera i ekspresija pojedinih proteina u

10
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razli¢itim tkivima. Ta tehnika se razvijala i unaprjedivala osjetljivost analize zbog razlicite

ocCuvanosti tkiva u fiksiranom uzorku.

Parafinski blokovi reprezentativnih uzoraka tumorskog tkiva istrazivane i kontrolne skupine
bit ¢e obojeni imunohistokemijski na HER1 receptore i e-cadherin. Koristeno je
monoklonalno misje protutijelo anti-HER1, klon H11l (Dako) za imunohistokemijsko
odredivanje EGFR (HER1) glikoproteina, kao i monoklonalno misje protutijelo anti-e-
cadherin, klon NCH-38 (Dako) za odredivanje e—cadherina.

Pozitivnost imunohistokemijskog nalaza receptora ocitat ¢e se semikvantitativno kao 0
(negativan), 1+ (do 11% pozitivnih tumorskih stanica), 2+ (11%-30% pozitivnih tumorskih

stanica) i 3+ (30% i vise pozitivnih tumorskih stanica).

4.4. STATISTICKE METODE

Kategorijski podatci bit ¢e predstavljeni apsolutnim i relativnim frekvencijama. Numericki
podatci bit ¢e opisani aritmeti¢kom sredinom i standardnom devijacijom u slucaju raspodjela
koje slijede normalnu, a u ostalim sluajevima medijanom i granicama interkvartilnog

raspona.

Razlike ili povezanost kategorijskih varijabli bit ¢e testirane x2 testom, a po potrebi
Fisherovim egzaktnim testom. Normalnost raspodjele numerickih varijabli bit ¢e testirana
Kolmogorov-Smirnovljevim testom. Razlike normalno raspodijeljenih numerickih varijabli
izmedu dviju nezavisnih skupina bit ¢e testirane Studentovim t testom, a u slu¢aju odstupanja

od normalne raspodjele Mann-Whitneyevim U testom.

Sve P vrijednosti bit ¢e dvostrane. Razina znacajnosti bit ¢e postavljena na p < 0,05. Za
statistiCku analizu bit ¢e koriSten statisticki program SPSS (inacica 16.0, SPSS Inc., Chicago,
IL, SAD).
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5. Rezultati

5. REZULTATI

Istrazivanje je provedeno na ukupno 60 uzoraka tumorskog tkiva karcinoma dojke od kojih je
30 trostruko negativnog tipa, a 30 uzoraka (kontrolna skupina) iz skupine ostalih tipova

karcinoma dojke.

Prema TNM Kklasifikaciji najviSe ih je iz skupine do 2 cm (T1): 29 (48 %) te iz skupine
najveéeg promjera od 2 - 5 cm (T2): 23 (38 %) uzorka. Metastaze u pazu$nim limfnim
¢vorovima utvrdene su u 34 (57 %) bolesnice, bez znacajne razlike prema skupinama. Prema
stupnju diferencijacije (gradusu) slabo diferenciranih tumora je ukupno 27 (45 %), od koji je
znacajno viSe iz skupine trostruko negativnih, ¢ak 19 (63 %) (Fisherov egzaktni test, P <
0,001) (Tablica 5.1.).

Tablica 5.1. Veli¢ina tumora, postojanje pazuSnih metastaza i gradus tumora prema

istraZzivanim skupinama.

Broj (%) uzoraka

Ostali Trostruko p*
Ukupno

Karcinomi  negativni

Veli¢ina prema TNM Kklasifikaciji

Najveci promjer do 2 cm 15 (50) 14 (47) 29 (48)
Najveéi promjer od 2 do 5 cm 12 (40) 11 (37) 23 (38) 0.62
Najveci promjer veci od 5 cm 2 (7) 5 (16) 7(12)
Infiltracija prsnog kosa, koze dojke 1 (3) 0 1(2)
Metastaze
Nema metastaza 11 (37) 15 (50) 26 (43) 0.44
Ima metastaza 19 (63) 15 (50) 34 (57)
Gradus (stupanj diferencijacije)
| — dobro diferencirani 9 (30) 1(3) 10 (17)
Il — srednje diferencirani 13 (43) 10 (33) 23 (38) 0,004
I11 —slabo diferencirani 8 (27) 19 (64) 27 (45)
Ukupno 30 (100) 30 (100) 60 (100)

*Fisherov egzaktni test
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5. Rezultati

Srednja dob svih ispitanica je 60 godina (interkvartilnog raspona 51 do 72 godine), a znacajno
su mlade ispitanice s trostruko negativnim karcinomom, medijana 56 godina (interkvartilnog
raspona 44 do 69 godina) (Mann Whitney U test, P = 0,03).

Mitotska aktivnost tumorskog tkiva (Ki-67) znacajno je visa u skupini trostruko negativnih
karcinoma dojke u odnosu na ostale podskupine raka dojke, medijana 68 % (interkvartilni
raspon 40 % do 80 %) (Mann Whitney U test, P<0,001) (Tablica 5.2.).

Tablica 5.2. Srednja dob i broj stanica u diobi (Ki-67) prema istrazivanim skupinama.

Medijan (interkvartilni raspon)

Ostali Trostruko p*
_ _ o Ukupno
karcinomi negativni
Dob ispitanica [godina] 64 (57-74) 56(44-69) 60(51-72) 0,03
Ki-67 [% stanica u diobi] 15 (9 - 25) 68 (40-80) 25(12-70) <0,001

*Mann Whitney U test

HERZ receptor nije prisutan kod 43 (72 %) uzorka, dok e-cadherin nije prisutan kod samo dva
uzorka, a prisutan je vise od 30 % kod 51 (86 %) uzoraka bez znacajne razlike prema tome

radi li se o trostruko negativnom ili ostalom karcinomu dojke (Tablica 5.3.).
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Tablica 5.3. Uzorci prema HER1 receptoru i e-cadherinu po skupinama.

5. Rezultati

Broj (%) uzoraka

Ostali Trostruko p*
Karcinomi  negativni Ukupno
HERL1 receptor
Nije prisutno 24 (80) 19 (63,3) 43(72)
manje od 11 % 6 (20) 6 (20) 12 (20) 013
11 % do 30 % 0 3 (10) 3(5)
vise od 30 % 0 2(6,7) 2 (3)
e-cadherin
Nije prisutno 2 (6,7) 0 2 (3)
manje od 11 % 0 2 (6,7) 2 (3) 0.10
11 % do 30 % 1(3,3) 4(133) 5(8)
vise od 30 % 27 (90) 24 (80) 51 (86)
Ukupno 30 (100) 30 (100) 60 (100)

*Fisherov egzaktni test

U skupini ispitanica s prisutnim HER1 receptorom najvise je onih s manje od 11 %, 12/17

uzoraka, vise od 30 % imaju samo dvije ispitanice, bez znacajne razlike prema skupinama.

Vise od 30 % prisutnosti e-cadherina ima 51 (88 %) ispitanica, manje od 11 % dvije

ispitanice, a od 11 % do 30 % njih 5 (9 %) bez znacajne razlike prema skupinama (Tablica

5.4.).
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5. Rezultati

Tablica 5.4. Ucestalost prisutnih HER1 receptora i e-cadherina prema skupinama.

Broj (%) uzoraka

Ostali Trostruko p*
Karcinomi  negativni Ukupno
prisutan HER1 receptor
manje od 11 % 6/6 6/11 12/17
11 % do 30 % 0 3/11 3/17 0,21
vise od 30 % 0 2/11 2/17
Ukupno 6/6 11/11 17/17
prisutan e-cadherin
manje od 11 % 0 2 (7) 2 (3)
11 % do 30 % 1(4) 4 (13) 5(9) 0,16
vise od 30 % 27 (96) 24 (80) 51 (88)
Ukupno 28 (100) 30 (100) 58 (100)

*Fisherov egzaktni test

U skupini trostruko negativnih karcinoma dojke najvise tvorbi, ¢ak 14 promjera je do 2 cm
(47 %) , od kojih 9/19 nema pozitivne stanice HER1 receptora. Jednak broj ispitanica ima,
odnosno nema metastaze. Ispitanice s metastazama, ukoliko imaju prisutan HER1 receptor on
je kod 2/3 s 11 % do 30 % pozitivnih stanica, a 1/2 ima vise od 30 % pozitivnih stanica.

Prema gradusu (stupnju diferencijacije) vec¢inom je 19 (64 %) slabo diferencirano. Her2
amplifikacija, receptori estrogena i progesterona su negativni. Nema znac¢ajnih razlika prema

ucestalosti HER1 receptora (Tablica 5.5).
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5. Rezultati

Tablica 5.5. Raspodjela uzoraka prema HER1 receptoru i parametrima kod trostruko

negativnih karcinoma dojke.

Broj (%) uzoraka prema HERL1 receptoru

Trostruko negativni nema <11% L% do > 30 %
o S Lo 30% S p*
karcinomi dojke pozitivnih  pozitivnih . pozitivnih  Ukupno
stanica stanica p02|-t|vn|h stanica
stanica

Veli¢ina prema TNM Kklasifikaciji

promjer do 2 cm 9/19 3/6 1/3 1/2 14 (47)

promjer 2do 5 cm 8/19 1/6 2/3 0 11(37) 0,48

promjer veéi od 5 cm 2/19 2/6 0 1/2 5 (16)
Metastaze

Nema metastaza 9/19 4/6 1/3 1/2 15 (50) 0.86

Ima metastaza 10/19 2/6 2/3 1/2 15 (50)
Gradus (stupanj diferencijacije)

| — dobro diferencirani 0 1/6 0 0 1(3)

Il — srednje diferencirani  5/19 3/6 2/3 0 10(33) 0,16

111 — slabo diferencirani 14/19 2/6 1/3 2/2 19 (64)
HER2 amplifikacija

Negativno 19/19 6/6 3/3 2/2 30 (100) -
Estrogen receptor

Negativno 19/19 6/6 3/3 2/2 30 (100) -
Progesteron receptor

Negativno 19/19 6/6 3/3 212 30 (100) -
Ukupno 19/19 6/6 3/3 212 30 (100)

*Fisherov egzaktni test

U ostalim skupinama karcinoma dojke najvise tvorbi je promjera do 2 cm, 15 (50 %) te od 2

do 5 cm, njih 12 (40 %). Metastaze ima 19 (63 %) ispitanica. Prema gradusu (stupnju

diferencijacije) vecinom je 13 (43 %) srednje diferencirano. Pozitivnhu Her2 amplifikaciju ima

6 (20 %) ispitanica, receptore estrogena njih 27 (90 %) i progesterona njih 25 (83 %). Nema

znacajnih razlika prema ucestalosti HER1 receptora (Tablica 5.6.)
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5. Rezultati

Tablica 5.6. Raspodjela uzoraka prema HER1 receptoru i parametrima kod ostalih skupina
karcinoma dojke.

Broj (%) uzoraka prema HER1 receptoru

] ] . nema <11%
Ostale skupine karcinoma dojke o S p*
pozitivnih  pozitivnih ~ Ukupno
stanica stanica
Veli¢ina prema TNM Kklasifikaciji
promjer do 2 cm 13/24 2/6 15 (50)
promjer 2do 5 cm 9/24 3/6 12 (40)
promjer veéi od 5 cm 1/24 1/6 2(7) 0,49
Infiltracija prsnog kosa,
. 1/24 0 1(3)
koze dojke
Metastaze
Nema metastaza 10/24 1/6 11 (37) 037
Ima metastaza 14/24 5/6 19 (63) ’
Gradus (stupanj diferencijacije)
I — dobro diferencirani 8/24 1/6 9 (30)
Il — srednje diferencirani 10/24 3/6 13 (43) 0,73
111 —slabo diferencirani 6/24 2/6 8 (27)
HER2 amplifikacija
Negativno 19/24 5/6 24 (80)
- > 0,99
Pozitivno 5/24 1/6 6 (20)
Estrogen receptor
Negativno 2/24 1/6 3 (10) 0.50
Pozitivno 22/24 5/6 27 (90) ’
Progesteron receptor
Negativno 4/24 1/6 5(17)
- > 0,99
Pozitivno 20/24 5/6 25 (83)
Ukupno 24/24 6/6 30 (100)

*Fisherov egzaktni test

Nema znacajnih razlika u ucestalosti ekspresije e-cadherina prema TNM Klasifikaciji,
pojavnosti metastaza, stupnju diferencijacije te amplifikaciji HER2 kod trostruko negativnih

karcinoma dojke (Tablica 5.7.).
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5. Rezultati

Tablica 5.7. Raspodjela uzoraka prema e-cadherinu i parametrima kod trostruko negativnih

karcinoma dojke.

Broj (%) uzoraka prema e-cadherin

o 11% do
Trostruko negativni nema <11% > 30%
o N Lo 30% S p*
karcinomi dojke pozitivnin  pozitivnih L pozitivnih  Ukupno
) ) pozitivnih )
stanica stanica ) stanica
stanica
Veli¢ina prema TNM Kklasifikaciji
promjer do 2 cm - 1/2 3/4 10/24 14 (47)
promjer 2do 5 cm - 1/2 0 10/24 11 (37) 053
promjer veéi od 5 ’
- 0 1/4 4/24 5 (16)
cm
Metastaze
Nema metastaza - 0 4/4 11/24 15 (50) 0.05
Ima metastaza - 212 0 13/24 15 (50)
Gradus (stupanj diferencijacije)
| —dobro
) o - 0 0 1/24 1(3)
diferencirani
Il — srednje
) o - 0 1/4 9/24 10(33) 0,84
diferencirani
111 —slabo
) o - 2/2 3/4 14/24 19 (64)
diferencirani
Her2 amplifikacija
Negativno - 2/2 4/4 24/24 30 (100) -
Estrogen receptor
Negativno - 212 4/4 24124 30 (100) -
Progesteron receptor
Negativno - 212 4/4 24124 30 (100) -
Ukupno - 2/2 4/4 24/24 30 (100)

*Fisherov egzaktni test

Nema znacajnih razlika u ucestalosti ekspresije e-cadherina prema TNM Klasifikaciji,

pojavnosti metastaza, stupnju diferencijacije te amplifikaciji HER2 ostalih skupina karcinoma

dojke (Tablica 5.8.).
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5. Rezultati

Tablica 5.8. Raspodjela uzoraka prema ekspresiji e-cadherina i parametrima kod ostalih

skupina karcinoma dojke.

Broj (%) uzoraka prema e-cadherinu

) 11% do
Ostale skupine nema <11% > 30 %
: : S o 30% S p*
karcinoma dojke pozitivnih  pozitivnih L pozitivnih  Ukupno
) ) pozitivnih )
stanica stanica ) stanica
stanica
Veli¢ina prema TNM Kklasifikaciji
promjer do 2 cm 0 - 11 14/27 15 (50)
promjer2do5cm  2/2 - 0 10/27 12 (40)
promjer veéi od 5
- 0 2127 2(7) 0,42
cm
Infiltracija prsnog
) - 0 1/27 1(3)
kosa, koze dojke
Metastaze
Nema metastaza 1/2 - 11 9/27 11 (37) 0.45
Ima metastaza 1/2 - 0 18/27 19 (63) ’
Gradus (stupanj diferencijacije)
| —dobro
) o 1/2 - 0 8/27 9 (30)
diferencirani
Il — srednje
) o 1/2 - 1/1 11/27 13(43) >0,99
diferencirani
111 —slabo
) o 0 - 0 8127 8 (27)
diferencirani
Her2 amplifikacija
Pozitivno 212 - 11 21/27 24 (80)
] > 0,99
Negativno 0 - 0 6/27 6 (20)
Estrogen receptor
Negativno 0 - 0 3/27 3(10)
. > 0,99
Pozitivno 2/2 - 1/1 24127 27 (90)
Progesteron receptor
Negativno 0 - 0 5127 5(17)
o > 0,99
Pozitivno 2/2 - 11 22/27 25 (83)
Ukupno 212 - 1/1 27127 30 (100)

*Fisherov egzaktni test
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5. Rezultati

U skupini trostruko negativnih karcinoma dojke nalaz bez pozitivnin HER1 receptora ¢es¢i je
kod mladih Zena srednje dobi 52 godinu (interkvartilnog raspona 41 do 66 godina), no bez
znacajnih razlika. Postotak stanica u diobi (Ki-67) pada s porastom stupnja ekspresije HER1

receptora, ali bez znacajnih razlika.

Nalaz s manje od 11 % e-cadherina ¢e$¢i kod mladih Zena srednje dobi od 38 godinu
(interkvartilnog raspona 25 do 33 godina), no bez znacajnih razlika. Postotak stanica u diobi
(Ki-67) znacajno pada s porastom stupnja ekspresije e-cadherina (Kruskal Wallis test, P =
0,02) (Tablica 5.9.).

Tablica 5.9. Srednja dob i broj stanica u diobi (Ki-67) prema prisutnosti pozitivnih stanica

HERZ1 receptora i e-cadherin u skupini trostruko negativnih karcinoma dojke.

Medijan (interkvartilni raspon) prema ucestalosti

Trostruko 11% do
. nema <11% > 30 %
negativni 30% p*
i i pozitivnih  pozitivnih o pozitivnih  Ukupno
karcinomi _ _ pozitivnih _
stanica stanica ) stanica
stanica

HER1 receptor

_ 52 70 60 58 64
Dob (godina) 0,43
41 - 66) (46 - 76) (42 - 65) (42-63) | (57-74)
Ki-67
) 75 73 25 35 15
(% stanica u 0,24
o (60 - 80) (18 - 86) (5-75) (19-53) | (9-25)
diobi)
e-cadherin
_ 38 62 57 56
Dob (godina) - 0,20
(25 - 33) (36 -77) (46 - 68) | (44 -69)
Ki-67
) 78 88 60 68
(% stanica u - 0,02
o (56 - 61) (78 - 94) (25-75) | (40-80)
diobi)

*Kruskal Wallis test
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5. Rezultati

U skupini ostalih karcinoma dojke nema znacajnih razlika u dobi ispitanica i u postotku

stanica u diobi (Ki-67) prema ucestalosti ekspresije HER1 i e-cadherina (Tablica 5.10).

Tablica 5.10. Srednja dob i broj stanica u diobi (Ki-67) prema prisutnosti pozitivnih stanica

HERZ1 receptora i e-cadherin u skupini ostalih karcinoma dojke.

Medijan (interkvartilni raspon)

prema ucestalosti

Ostali karcinomi
] nema <11% 11 -30% > 30 % pP*
dojke S S L L
pozitivnih  pozitivnin  pozitivnih  pozitivnih  Ukupno
stanica stanica stanica stanica
HERI1 receptor
_ 66 58 64
Dob (godina) - - 0,45
(58 - 74) (49 -77) (57 —-74)
Ki-67 (% stanica u 14 18 15 041
diobi) (9 - 24) (8 - 66) (9 — 25) ’
e-cadherin
_ 54 , 67 56
Dob (godina) - 61’ 0,24
(52 - 56) (57 -75) | (44 -69)
Ki-67 (% stanica u 14 15 68
o - 30° 0,51
diobi) (9-11) (9 - 25) (40 - 80)

*Mann Whitney U test: 'samo jedna ispitanica;
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6. Rasprava

6. RASPRAVA

Karcinom dojke najc¢es¢i je maligni tumor u Zena. U Hrvatskoj prema podacima HZJZ
godisnje oko 800 Zena umire od raka dojke. Primijecen je i stalni porast novooboljelih i to
osobito u razvijenim zemljama svijeta. Za procjenu kona¢ne dijagnoze i odredivanje moguce
terapije Kkoriste se prognosti¢ki faktori. U njih ubrajamo veli¢inu tumora, postojanje i
proSirenost lokalnih metastaza u pazusnim limfnim ¢vorovima, stupanj diferencijacije
(gradus) tumorskog tkiva, status hormonskih receptora u jezgrama tumorskih stanica (ER,
PR), stupanj amplifikacije Her2 gena, kao i stupanj proliferacije tumorskih stanica

imunohistokemijski mjeren pomocu Ki-67 antitijela.

TNBC ¢ini 10-20 % svih karcinoma dojke (12). Literaturni navodi istovjetno prikazuju
karakteristike TNBC-a. Prikazuje ga se kao slabo diferenciranog tumor visokog histoloskog
gradusa i rizika od relapsa, agresivnog tijeka i brzog metastaziranja (najces¢e u mozak) te se

¢escée javlja u zena mlade zivotne dobi (21).

Ova vrsta karcinom teSka je za lijeCenje ba$ iz razloga Sto ne eksprimira estrogenske,
progesteronske i Her2 receptore. Zbog hormonske negativnosti ne moze reagirati na
antihormonsku specifi¢nu i ciljanu terapiju. Takoder ne reagira niti na terapiju trastuzumabom
(Herceptinom) jer izostaje amplifikacija HER2 gena i ekspresija istoimenih receptora. U
pocetku se nailazi na dobar odgovor kod lijeCenja pomocu konvencionalnih kemoterapeutika,

ali ubrzo dolazi do relapsa bolesti $to vodi k sve losijoj prognozi za bolesnice (15,16).

Vodeni prikupljenim podacima razli¢itih autora o ovoj temi krenuli smo u istrazivanje vidjeti
da li bi rezultati ekspresije HER1 i e-cadherina mogli pridonijeti u razvoju novih mogucnosti
lije¢enja te vrste karcinoma. Cesta ekspresija HER 1 (EGFR-a) znak je logije prognoze u
mnogim tumorima pa tako i karcinomu dojke, te je time aktraktivan u terapeutskim
istrazivanjima (6-8). Stani¢na adhezivna molekula e-cadherin izrazena je izmedu ostalog i kao
supresor metastaza. Neka su eksperimentalna istrazivanja pokazala da manjak e-cadherina

ima klju¢nu ulogu u invazivnosti 1 metastaziranju nekih tumora.

Ovo je istrazivanje obuhvatilo ukupno 60 uzoraka tumorskog tkiva karcinoma dojke u Zena.
Formirane su dvije skupine ispitanica: 30 ispitanica kojima je dijagnosticiran trostruko
negativni karcinom dojke (TNBC) i 30 ispitanica (kontrolna skupina) koje su obuhvacene pod

dijagnozom ostalih tipova karcinoma dojke.
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6. Rasprava

Znacajnija razlika u ove dvije skupine nije nadena kada se gleda razlika u veli¢ini tumora u
vrijeme provedene dijagnostike i operacijskog lijeCenja i prisutnosti metastaza u pazuSnim
limfnim ¢vorovima. Ovaj podatak i ne iznenaduje jer otkrivanje raka dojke viSe ovisi o
drugim faktorima nego li o tipu tumora (dostupnost zdravstvene zastite, upuc¢enost bolesnica
na samopregled i redovite preglede, odziv na program ranog otkrivanja itd). Statisticki
znacajna razlika utvrdena je u usporedbi gradusa (stupnja diferencijacija) ovih tumora.
Znacajno vise slabo diferenciranih tumora bilo je u skupini trostruko negativnog karcinom
dojke (Fisherov egzaktni test, P < 0,001). Slabiju diferencijaciju, kao i raniji relaps bolesti
zbog agresivnosti te vrste tumora dojke dokazali su u svojemu istrazivanju i Buer i suradnici
(22).

Srednja dob svih ispitanica bila je 60 godina (51 — 72 godine). Utvrdeno je da su znacajno
mlade ispitanice s trostruko negativnim karcinomom (Mann Whitney U test, P = 0,03). Isto se
navodi u istrazivanju kojeg su proveli Ruijter i suradnici (14). Mitotska aktivnost tumorskog
tkiva utvrdivana je imunohistokemijski odredivanjem ekspresije Ki-67 u jezgrama tumorskih
stanica. Dokazano je da je mitotska aktivnost znacajno viSa u skupini trostruko negativnih
karcinoma dojke u odnosu na ostale podskupine raka dojke (Mann Whitney U test, P<0,001).
Visoka mitotska aktivnost upucuje na brzu progresiju tumora, losiju prognozu bolesti, veci
rizik povratka bolesti i metastaziranja $to je potvrdeno i publiciranim istrazivanjima drugih
autora (13,20,22).

Ekspresija HER1 receptora nije prisutna kod 72 % ispitanih uzoraka, dok je ekspresija e-
cadherina utvrdena ¢ak u 97 % ispitanica, bez statisti¢ki znacajne razlike prema tome radi li
se 0 skupini trostruko negativnog ili ostalog tipa karcinoma dojke. Nasi rezultati tako
pokazuju kako nema znaCajne razlike u ekspresiji promatranih receptora u istrazivanim
skupinama, $to nije u skladu s postavljenom hipotezom. Naime, zbog slabije prognoze i
prezivljenja, oCekivala bi se veca ekspresija HER1 receptora preko kojih bi razliciti ¢imbenici
djelovali na brzi rast tumora, kao i izostanak ili smanjena ekspresija e-cadherina zasluzna za
slabiju koheziju i lakse rasprSivanje tumorskih stanica i brzi nastanak metastaza. Uz ogradu

kako je istrazivani uzorak relativno malen.

U skupini ispitanica s prisutnim HER1 receptorom, najvise je ispitanica s ekspresijom 1+
(manje od 11 %) i to 20 %, dok je ekspresija od 3+ (vise od 30 %) utvrdena je samo u dvije

ispitanice (3 %) bez znacajne razlike prema skupinama. Vise od 30 % (3+) prisutnosti e-
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6. Rasprava

cadherina ima 51 ispitanica (njih 86%), a manje od 11 % (1+) dvije ispitanice (3 %), takoder

bez znacajne razlike prema skupinama.

Analiza dobivenih rezultata u raspodjeli uzoraka ekspresije HER1 receptora u skupini
trostruko negativnih karcinoma dojke prema veli¢ini tumora, prisutnosti pazu$nih metastaza,
stupnju diferencijacije, HER2 amplifikaciji i pozitivnim hormonskim (ER i PR) receptorima
pokazala je da nema znacajnih razlika. Prema nekim istrazivanjima poviSena ekspresija
HER1-a korelira s opadanjem duzine razdoblja bez pojave bolesti. Do tih saznanja dolazimo

iz istrazivanja Donggena i suradnika (23).

Analiza rezultata u raspodjeli uzoraka ekspresije HER1 receptora u kontrolnoj skupini (ostali
karcinomi) prema navedenim parametrima takoder nije pokazala statisticki znacajnijih

razlika.

Ista su ispitivanja provedena i u raspodjeli uzoraka prema ekspresiji e-cadherina u obje
skupine u odnosu prema veli¢ini tumora, postojanju pazuS$nih metastaza, stupnju
diferencijacije tumorskog tkiva, amplifikaciji HER2 gena i pojavnosti ER i PR te je utvrdeno

da u obje skupine nema znacajnih razlika.

Potrebno je naglasiti kako je u skupini trostruko negativnih karcinoma dojke utvrden nalaz
bez pozitivnih HER1 receptora ¢es¢i kod mladih Zena, no bez znacajnih razlika u odnosu na
skupine s nalazom pozitivnih HER1 receptora. Postotak stanica u diobi (Ki-67) pada s

porastom stupnja ekspresije HER1 receptora, ali bez znac¢ajnih razlika.

Nalaz s manje od 11 % ekspresije e-cadherina (1+) ¢es¢i je kod mladih Zena oboljelih od
trostruko negativnog karcinoma dojke, no bez znaéajnih razlika u odnosu na skupine s
pozitivnom ekspresijom e-cadherina. Postotak stanica u diobi medutim znacajno opada S

porastom stupnja ekspresije e-cadherina (Kruskal Wallis test, P = 0,02).

U kontrolnoj skupini nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u dobi ispitanica i u postotku

stanica u diobi prema stupnju ekspresije HER1 receptora i e-cadherina.

Postoje istrazivanja koja ukazuju na znacaj odredivanja ekspresije e-cadherina u trostruko
negativnom karcinomu dojke (24,25). Primjerice, utvrdena je statisticki znacajno smanjena
ekspresija e-cadherina u TNBC (P < 0.001). Nadalje u 123 bolesnice s TNBC prognoza onih s
negativnom ekspresijom e-cadherina bila je znacajno losija od e-cadherin pozitivnih bolesnica
(P=0.0265) (24).
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6. Rasprava

Znacaj istrazivanja je, kako je ve¢ spomenuto, u osmisljanju novih strategija lijecenja
bolesnica s trostruko negativnim karcinom dojke. Kemoterapija je i dalje osnovni nacin
lijeCenja. Lijekovi koji se koriste su antraciklini, taksani, iksabepilon i platina. Suvremeni
pristup lijeCenju karakterizira primjerice EGFR inhibicija, ali jo§ uvijek s dvojbenim
rezultatima (26). Prema rezultatima nasSeg istrazivanja, ekspresija HER1 (EGFR) receptora i
e-cadherina u trostruko negativnom karcinomu dojke u odnosu na ostale podskupine
karcinoma dojke ne pokazuje statisticki znacajne razlike, Sto bi upucivalo na zakljucak kako
HER1 i e-cadherin nemaju znalajniji terapijski potencijal. Zbog relativno malog uzorka,

studija je ograni¢enog znacaja.
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7. Zakljuéci

7. ZAKLJUCCI

Nakon provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti slijedec¢i zakljucci:

1.

Statisticki znacajno je bilo vise slabo diferenciranih tumora u skupini trostruko
negativnog karcinom dojke (P < 0,001).

Bolesnice oboljele od trostruko negativnog karcinoma dojke su znacajnije mlade dobne
skupine od bolesnica oboljelih od ostalih tipova raka dojke (P=0,03).

Statisticki znacajno je veca mitotska aktivnost u skupini trostruko negativnih karcinoma
dojke u odnosu na ostale podskupine raka dojke (P < 0,001).

E-cadherin pokazuje veéu prisutnost od HER1 bez statisticki znacajne razlike izmedu
dvije promatrane skupine karcinoma dojke.

U obje skupine nema znacajnih razlika u ekspresiji HER1 i e-cadherina prema veli¢ini
tumora, nazo¢nosti metastaza u limfnim ¢vorovima, stupnju diferencijacije tumora, dobi
bolesnica, ekspresiji hormonskih (ER i PR) receptora, amplifikaciji HER2 gena i
mitotskoj aktivnosti tumora.

U TNBC skupini, negativan HER1 ¢es¢i je kod mladih Zena, no bez znacajnih razlika.
Postotak stanica u diobi (Ki-67) pada s porastom stupnja ekspresije HER1 receptora i e-
cadherina, ali bez znacajnih razlika. Nalaz s manje od 11 % ekspresije e-cadherina ¢esci
je kod mladih Zena, no bez znacajnih razlika.

U skupini ostalih karcinoma dojke (kontrolnoj skupini) nema znacajnih razlika u dobi
ispitanica i u postotku stanica u diobi (Ki-67) prema ucestalosti HER1 receptora i e-
cadherina.
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8. Sazetak

8. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Imunohistokemijski usporediti pojavnost HER1 i e-cadherina u tumorskim
stanicama trostruko negativnog karcinoma dojke (TNBC) i u ostalim karcinomima dojke.

Ustroj studije: Retrospektivna studija.

Ispitanici i metode: Istrazivanje je provedeno na 30 uzoraka tumorskog tkiva pacijentica kod
kojih je dijagnosticiran TNBC i 30 uzoraka tumorskog tkiva ostalih karcinoma dojke.
Imunohistokemijska pojavnost HERL1 i e-cadherina procijenjena je semikvantitativno prema
postotku pozitivno obojenih stanica: 0 (negativno), 1+ (do 11 % pozitivnih tumorskih

stanica), 2+ (11-30 % tumorskih stanica), 3+ (30 % i vise pozitivnih tumorskih stanica).

Rezultati: Statisticki znacajno bilo je vise slabo diferenciranih tumora u skupini trostruko
negativnog karcinom dojke (P < 0,001). Bolesnice oboljele od trostruko negativnog
karcinoma dojke su znacajnije mlade dobne skupine od bolesnica oboljelih od ostalih tipova
raka dojke (P = 0,03). Statisticki znacajno je veca mitotska aktivnost u skupini trostruko
negativnih karcinoma dojke u odnosu na kontrolnu skupinu (P < 0,001). U obje skupine nema
znacajnih razlika u ekspresiji HER1 1 e-cadherina prema veli¢ini tumora, nazoc¢nosti
metastaza u limfnim ¢vorovima, stupnju diferencijacije tumora, dobi bolesnica, ekspresiji

hormonskih (ER i PR) receptora, amplifikaciji HER2 gena i mitotskoj aktivnosti tumora.

Zakljuc¢ak: Pojavnost HER1 (HER1) receptora i e-cadherina u trostruko negativnom
karcinomu dojke u odnosu na ostale podskupine karcinoma dojke ne pokazuje statisti¢ki
znaCajne razlike $to upucuje na zakljuCak kako HERL i e-cadherin nemaju znacajniji

terapijski potencijal u ovoj skupini raka dojke.

Kljuéne rijeci: Trostruko negativni karcinom dojke, receptor epidermalnog ¢imbenika rasta,

e-cadherin.
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9. Summary

9. SUMMARY

HER1 RECEPTOR OVEREXPRESSION AND E-CADHERIN EXPRESSION IN THE
TRIPLE NEGATIVE BREAST CARCINOMA

OBJECTIVES: The aim of this study was to immunohistochemically compare the occurrence
of HER1 and e-cadhein in triple negative breast cancer tumour cells (TNBC) with other breast

cancer.

STUDY DESIGN: Retrospective study

PARTICIPANTS AND METHODS: The study was conducted on 30 samples of tumour
tissue samples from patients diagnosed with TNBC and 30 tumour tissue samples of other
breast cancers. Immunohistochemistry of HER1 and e-cadherin was evaluated semi-
quantitatively, according to the percentage of positively coloured cells: 0 (negative), 1+ (up to
11% of positive tumour cells), 2+ (11 — 30% tumour cells), 3+ (30% and more positive

tumour cells).

RESULTS: Statistically there were significantly fewer poorly differentiated tumours in the
group of triple negative breast cancer (P<0.001). Patients suffering from triple negative breast
cancer are significantly younger than patients with other breast cancer types (P=0.03). There
is statistically significantly higher mitotic activity in the group of triple negative breast cancer
compared to the control group (P<0.001). There are no significant differences in the
expression of HER1 and e-cadherin in tumour size, lymph node metastases, degree of tumour
differentiation, patients’ age, hormone (ER and PR) receptor expression, HER2 gene

amplification, and mitotic tumour activity.

CONCLUSION: The occurrence of HER1 (HER1) receptors and e-cadherin in triple negative
breast cancer does not show statistically significant differences in comparison to other breast
cancer subgroups, suggesting that so far HER1 and e-cadherin have no significant therapeutic

potential.

KEY WORDS: triple negative breast cancer, epidermal growth factor receptor, e-cadherin
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12. PRILOZI

Prilog 1. Slikovni prikaz izrazaja HER1 receptora u istraZivanih tumora

12. Prilozi

34



12. Prilozi

Slika 3. Skupina trostruko negativnih karcinoma, 516/2010, HER1, x200.
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Slika 6. Skupina trostruko negativnih karcinoma, 1564/2011, HER1, x200.
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Slika 9. Skupina trostruko negativnih karcinoma, 4130/2011, HER1, x200.
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Slika 12. Skupina trostruko negativnih karcinoma, 6547/2011, HER1, x200.
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Slika 14. Skupina trostruko negativnih karcinoma, 8397/2011, HER1, x200.

Slika 15. Skupina trostruko negativnih karcinoma, 8539/2010, HER1, x200.
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Slika 18. Skupina trostruko negativnih karcinoma, 9486/2011, HER1, x200.
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Slika 21. Skupina trostruko negativnih karcinoma, 10285/2010, HER1, x200.
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Slika 24. Skupina trostruko negativnih karcinoma, 11318/2010, HER1, x200.
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Slika 27. Skupina trostruko negativnih karcinoma, 12115/2010, HER1, x200.
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Slika 30. Skupina trostruko negativnih karcinoma, 14088/2011, HER1, x200.
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Slika 33. Kontrolna skupina, 645/2010, HER1, 200x.
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Slika 36. Kontrolna skupina, 903/2010, HER1, 200x.
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Slika 39. Kontrolna skupina, 1182/2010, HER1, x200.
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Slika 42. Kontrolna skupina, 1533/2010, HER1, x200.
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Slika 45. Kontrolna skupina, 1925/2010, HER1, x200.
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Slika 48. Kontrolna skupina, 2266/2010, HER1, x200.
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Slika 51. Kontrolna skupina, 2953/2010, HER1, x200.
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Slika 54. Kontrolna skupina, 3140/2010, HER1, x200.
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Slika 57. Kontrolna skupina, 3578/2010, HER1, x200.
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Slika 60. Kontrolna skupina, 4036/2010, HER1, x200.
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12. PRILOZI

Prilog 2. Slikovni prikaz izraZaja e-cadherina u istraZivanih tumora
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Slika 63. Skupina trostruko negativnih karcinoma, 516/2010, e-cadherin, x200.
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Slika 66. Skupina trostruko negativnih karcinoma, 1564/2011, e-cadherin, x200.
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Slika 69. Skupina trostruko negativnih karcinoma, 4130/2011, e-cadherin, x200.
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Slika 72. Skupina trostruko negativnih karcinoma, 6547/2011, e-cadherin, x200.
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Slika 75. Skupina trostruko negativnih karcinoma, 8539/2010, e-cadherin, x200.
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Slika 77. Skupina trostruko negativnih karcinoma, 8741/2010, e-cadherin, x200.

Slika 78. Skupina trostruko negativnih karcinoma, 9486/2011, e-cadherin, x200.

61



12. Prilozi

Slika 81. Skupina trostruko negativnih karcinoma, 10285/2010, e-cadherin, x200.
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Slika 84. Skupina trostruko negativnih karcinoma, 11318/2010, e-cadherin, x200.
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Slika 87. Skupina trostruko negativnih karcinoma, 12115/2010, e-cadherin, x200.
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Slika 90. Skupina trostruko negativnih karcinoma, 14088/2011, e-cadherin, x200.
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Slika 93. Kontrolna skupina, 645/2010, e-cadherin, 200x.
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Slika 96. Kontrolna skupina, 903/2010, e-cadherin, 200x.
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Slika 99. Kontrolna skupina, 1182/2010, e-cadherin, x200.
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Slika 102. Kontrolna skupina, 1533/2010, e-cadherin, x200.
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Slika 105. Kontrolna skupina, 1925/2010, e-cadherin, x200.

12. Prilozi

70



4’

o9

-~

Slika 108. Kontrolna skupina, 2266/2010, e-cadherin, x200.
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Slika 111. Kontrolna skupina, 2953/2010, e-cadherin, x200.
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Slika 114. Kontrolna skupina, 3140/2010, e-cadherin, x200.
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Slika 117. Kontrolna skupina, 3578/2010, e-cadherin, x200.
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Slika 120. Kontrolna skupina, 4036/2010, e-cadherin, x200.

75



